造血干细胞（hematopoietic stem cell, HSC）是一群数量极少、具有自我更新能力和可生成各种血细胞及免疫细胞的起始细胞，多数以静息状态存在于骨髓中。当机体受到外界刺激时，HSC可被迅速激活进而增殖分化成下游成熟细胞来维持机体的造血稳态，HSC的调节失控或病变将会引发多种血液性疾病。目前，造血干细胞移植（HSCT）被认为是根治某些恶性血液病及遗传性疾病的最佳选择。

传统观念认为，HSC主要存在于骨髓造血微环境中，特殊的微环境可以保护HSC免受机体免疫系统的攻击。同时，HSC表面低水平表达HLA-Ⅰ类分子且几乎不表达HLA-Ⅱ类分子，被认为具有免疫豁免特性。然而最新研究表明HSC仍然受到免疫调控：①骨髓造血微环境中存在多种免疫细胞可以直接调控HSC；②HSC可以通过改变自身免疫抗原的表达来调节其生物学特性和功能；③当机体受到刺激时，HSC可以通过其表面的受体直接或间接地参与免疫反应。因此HSC也被视为免疫系统中非常重要的参与者，本文我们主要就HSC与免疫系统之间相互作用的研究进展进行综述。

一、HSC与免疫微环境

成骨细胞、破骨细胞、血窦内皮细胞、间充质干细胞（mesenchymal stem cells, MSC）、CXCL12丰富的网状细胞（CXCL12-abundant reticular cell, CAR）及部分神经细胞等作为经典的骨髓造血微环境细胞参与HSC的调控。在HSC龛中还存在免疫细胞，对HSC的维持也具有重要作用。

1．CD4^+^ T细胞与HSC：Monteiro等[@b1]发现在正常小鼠中，持续激活的CD4^+^ T细胞对于维持造血稳态十分重要，其主要通过分泌IL-3及GM-CSF参与造血调控。此外，CD4^+^Th1细胞可以通过分泌制瘤素M维持造血稳态[@b2]。CD4^+^ CD25^+^FOXP3^+^调节性T细胞（Treg）在骨髓中约占CD4^+^ T细胞的30%，主要定位于骨小梁附近血窦内皮[@b3]；而在胸腺和脾脏等免疫器官中仅占CD4^+^ T细胞的5%\~10%[@b4]。Urbieta等[@b5]发现将Treg细胞与小鼠骨髓细胞共移植，Treg细胞会降低造血干/祖细胞（hematopoietic stem progenitor cell, HSPC）的克隆形成和髓系分化能力。Fujisaki等[@b6]通过荧光素标记同种异基因HSPC移植实验结合体内高分辨成像系统发现Treg细胞和HSPC共定位于骨内膜区域，提示Treg细胞可能参与了HSPC在骨髓中的归巢、定位及维持；进一步研究证实Treg细胞是通过分泌IL-10来为HSPC提供免疫豁免的微环境，从而保护其免受宿主的免疫攻击。

2．CD8^+^ T细胞与HSC：Monteiro等[@b1]的研究表明T细胞缺陷小鼠髓系祖细胞的终末分化是缺陷的。CD8^+^ T细胞与HSC共移植能够增加异基因HSC的植入效率，其主要通过CD8α分子而非经典杀伤作用促进HSC的植入[@b7]。Geerman等[@b8]发现中心记忆CD8^+^ T细胞（memory CD8^+^ T cells, Tcm）能增加HSC自我更新能力，且发现Tcm缺失小鼠HSC数量减少，认为Tcm对HSC的保护作用可能在免疫激活后更加明显，并且这种作用主要是通过Tcm分泌的因子所影响的。

3．骨髓巨噬细胞与HSC：Winkler等[@b9]报道在骨内膜HSC龛中存在一种骨内膜巨噬细胞Osteomacs，其免疫表型为F4/80^+^Ly-6G^+^CD11b^+^，通过支持成骨细胞而维持HSC的功能。用Fas诱导的巨噬细胞凋亡的转基因小鼠或者用clodronateloaded liposomes特异性去除巨噬细胞后，会导致骨内膜成骨细胞造血调控因子如基质细胞衍生因子1（stromal cell-derived factor 1, SDF-1）、c-Kit配体（c-Kit ligand, KL）和血管生成素（Angiopoietin-1, Ang-1）的减少，并促进HSC的动员[@b9]--[@b10]。由此可见，Osteomacs在微环境中对维持HSC具有重要作用。

有研究显示，特异性清除骨髓中CD169^+^Gr-1^−^CD115^int^F4/80^+^巨噬细胞可以促进HSC的动员，并且敲除的巨噬细胞主要通过降低CXCL12的水平而促进G-CSF作用时HSC向外周血的迁移[@b11]。进一步研究表明骨髓CD169^+^巨噬细胞通过促进Nestin^+^ MSC表达CXCL12、Ang-1以及血管细胞黏附分子-1（vascular cell adhesion molecule 1, VCAM-1）来促进HSC的维持，并参与稳态及压力诱导下的红系造血[@b12]。

近期Ludin等[@b13]报道了一种骨髓中新的稀有巨噬细胞亚群，其表面高表达α平滑肌肌动蛋白（α-SMA）和环氧合酶2（COX-2），空间位置接近HSPC。照射不会诱导这些单核巨噬细胞的凋亡，还能上调其COX-2的表达，COX-2再促进前列腺素E2（PGE2）的分泌进而通过激活AKT信号通路抑制活性氧（ROS）升高，同时还上调CXCL12表达来维持HSPC的静息状态从而保护HSPC不被损伤。提示，这群新的α-SMA^+^巨噬细胞在机体受到应急损伤时对HSPC具有保护作用。此外，巨噬细胞还能通过吞噬衰老的中性粒细胞调控HSPC进入外周循环的昼夜节律[@b14]。

由此可见，HSC龛中存在多种免疫细胞，对HSC具有直接调控作用，但是否还存在其他类型的免疫细胞参与调控及其具体作用机制仍然值得深入研究。HSC与骨髓免疫微环境见[图1](#figure1){ref-type="fig"}。

![造血干细胞（HSC）与骨髓免疫微环境示意图\
CXCL12：趋化因子CXCL12；PGE-2：前列腺素E2；VCAM-1：血管细胞黏附分子1；Agiopoietin-1：血管生成素1；CAR细胞：CXCL12丰富的网状细胞；LEPR：瘦素受体；Treg：调节性T细胞；α-SMA：平滑肌肌动蛋白α；MSC：间充质干细胞](cjh-36-12-1043-g001){#figure1}

二、HSC的免疫原性

HSC作为各类血细胞的起始细胞被广泛应用于HSCT中，针对HSC自身及其分化细胞的免疫原性研究是进行细胞治疗临床应用的热点课题[@b15]。早期报道集中于HSC低水平的表达HLA-Ⅰ类分子、CD80、CD86等共刺激分子，几乎不表达HLA-Ⅱ类分子等。最新研究表明HSC较高水平表达CD47和CD274等免疫抑制分子参与调控HSC豁免。

1．CD47------保护HSC免受天然免疫攻击：稳态造血情况下，骨髓微环境的HSC可以受到龛细胞的保护而不受免疫攻击，但当机体受到损伤或感染时，HSC需要迁出HSC龛，这必将会遇到机体激活的免疫系统，难免会被清除。这时HSC则会通过上调自身CD47的表达而受到天然免疫系统巨噬细胞的保护。CD47是一类整合素相关的蛋白，通过和巨噬细胞表面的抑制性受体信号调节蛋白α（SIRPα）结合而不被巨噬细胞所吞噬。Majeti等[@b16]报道，新鲜分离的骨髓HSC的CD47表达相对较低，但在受到炎性刺激后，迁移至外周的HSC高表达CD47分子，这是HSC自我保护的一种内在的分子机制。也有报道显示，在某些恶性血液病或实体瘤癌细胞也存在CD47表达上调，进而保护自己不受宿主免疫系统的攻击[@b17]。

2．CD274------避免HSC遭受适应性免疫的攻击：HSC除了可以免遭天然免疫的攻击外，也可以避免被适应性免疫系统所清除。CD274（B7-H1或PD-L1）是B7家族的一员，通常表达在树突细胞（DC）、活化的免疫细胞及免疫豁免区（如眼睛、胎盘等）的实质细胞表面，通过抑制天然免疫及适应性免疫而保护自身[@b18]--[@b19]。也有研究者报道CD274可选择性在肿瘤细胞表面表达，从而抑制肿瘤特异的T细胞活化并诱导T细胞凋亡[@b19]。

近期研究发现，新鲜分离的小鼠骨髓长周期HSC表达低水平的CD274，而在体外培养后不仅使HSC的数量得以扩增，同时也使CD274的表达上调了10倍；从而HSC可以克服同种异基因移植中的组织相容性障碍，并有效抑制宿主T细胞的活化而提高移植率；同样在人骨髓Lin^−^CD34^+^CD38^−^CD90^+^ HSC中约有10%的HSC表面表达CD274，体外培养后此比例可上调至50%[@b20]。Fiorina等[@b21]发现用CXCR4的拮抗剂处理小鼠后，其脾脏Lin^−^kit^+^细胞会上调其CD274的表达，提示HSPC在被动员后CD274的表达也会升高。

3．CD27------抑制造血干细胞功能：CD27是肿瘤坏死因子受体（TNFR）超家族中的一员，表达于淋巴细胞及HSC表面，通过与其唯一的配体CD70结合后发挥作用[@b22]。CD70-CD27信号对于淋巴细胞的扩增、存活、记忆形成及细胞因子产生都有十分重要的影响[@b23]。CD70-CD27信号激活后会降低HSPC的体外克隆形成能力以及体内淋系分化能力[@b24]。由于CD70仅表达于淋巴细胞和部分DC，因此CD70-CD27信号可能是HSPC在感染中的重要调控机制。

可见，HSC的免疫原性强弱可被微环境调控，这为克服HSC同种异基因移植障碍的研究提供了依据。同时也为免疫治疗带来新的启示，如何寻找最佳的肿瘤特异抗原或相关抗原，并能最大程度保留HSC的生物学功能将会成为未来血液系统恶性疾病治疗的一个重要目标[@b25]。HSC表面抗原及细胞因子受体表达情况见[图2](#figure2){ref-type="fig"}。

![造血干细胞表面抗原及细胞因子受体示意图](cjh-36-12-1043-g002){#figure2}

三、HSC与感染

当机体受到急性或慢性感染时，活化的免疫细胞会迅速迁移至感染部位，启动免疫反应将病原体清除，同时感染引起的淋巴细胞和中性粒细胞的大量耗竭会刺激骨髓中的造血祖细胞迅速进入细胞周期，生成新的细胞来维持造血稳态[@b26]。同时，骨髓也是多种病原体（如CMV、细小病毒、HBV、HIV等）直接攻击的目标[@b27]，那么，HSC如何应对感染及其对感染后造血稳态的维持有何贡献呢？

最新研究表明，机体受到感染后，在外周血细胞减少还未发生时，HSC就可以对感染做出反应并参与免疫应答。关于HSC如何感知和参与免疫调控，Goodell提出了以下三种调控模式：①HSC直接被感染进而导致其胞内信号传导；②HSC通过Toll样受体（TLR）直接识别病原微生物释放的病原体相关分子模式（PAMP）引起免疫应答；③HSC的变化作为一种感染的结果，即感染后引起细胞因子或细胞与微环境相互作用的变化，再间接地作用于HSC本身。

1．HSC与直接感染：将小鼠用大肠杆菌感染后分析不同时间点骨髓HSPC表型，结果表明感染会直接引起小鼠骨髓HSPC细胞的扩增，同时血清中G-CSF的含量显著升高，这说明骨髓中的HSPC对感染做出了直接反应[@b28]。并且在其他微生物感染的模型中也得到了相似的结果[@b29]。但是目前还没有直接的实验证据说明HSC可被细菌或病毒直接感染[@b28]。

另一方面，Kolb-Mäurer等[@b30]发现HSC通常不会被病原体直接感染，即使在全身系统性感染发生时，HSC也不会被感染；并且在体外将HSC和高浓度的细菌或病毒共培养，也不会使HSC感染。这提示机体在受到感染后对HSPC的影响不是通过直接感染，而是通过其他方式起作用。

2．HSC通过TLR识别感染信号：TLR作为天然免疫系统的核心通过识别广泛存在于病原体表面的保守的分子结构，即病原相关的分子模式（PAMP）而介导炎症介质的释放，并最终激活适应性免疫。成熟的免疫细胞如B细胞、DC等可表达多种TLR来识别不同的病原微生物。虽然HSPC不能被细菌或病毒直接感染，但HSPC却具有直接识别感染的能力。

近来研究表明HSPC不同程度地表达TLR，如小鼠HSC表达TLR2/3/4和低水平的TLR9[@b31]。Nagai等[@b32]报道，IL-7R^−^Lin^−^Sca-1^+^c-Kit^+^ HSPC和IL-7R^+^Lin^−^Sca-1^low^c-Kit^low^淋系祖细胞（CLP）等表达高水平的TLR2和TLR4，分别用TLR2和TLR4的配体PAM3CSK4和脂多糖（LPS）体外处理HSPC，可通过MyD88依赖的方式促进HSPC的增殖，并促进髓系分化及CLP向DC的分化[@b32]。此外，Megias等[@b33]的研究结果显示TLR的激活能直接促进HSPC向单核-巨噬系统的分化。

人HSPC也可表达TLR，采用TLR1/2的激动剂PAM3CSK4能直接刺激人HSC向髓系分化，同时抑制淋系分化[@b34]；而采用TLR7或8的配体刺激人HSC后，可以促进HSC向髓系及CLP向DC的分化[@b35]。

Zhao等[@b36]采用单细胞蛋白组学分析发现，在体外将PAM3CSK4及LPS短期作用于HSPC，能通过其TLR的激活，直接刺激短周期HSC和多能祖细胞产生多种细胞因子，并且HSPC激活后产生细胞因子的总量和持续时间高于成熟的免疫细胞，HSPC这种直接的免疫应答作用主要依赖于NF-κB信号通路的激活。

由此可见，人和小鼠的HSC都可以通过其表面的TLR受体对病原微生物进行直接识别并应答，结合单细胞技术可以进一步明确人和小鼠不同阶段HSPC上特异性表达的TLR，以及其对不同病原微生物识别的独特机制[@b37]。

3．促炎性细胞因子对HSC的影响：感染或疾病发生时，HSC也受到促炎性细胞因子的调控。HSC表面表达多种细胞因子的受体，如IFN-R、TNF-R及IL-R等，感染引起的促炎性细胞因子如TNF-α、IFN（IFN-α、-β及-γ）、IL-1、IL-6及IL-8等可以激活静息期的HSC，使其进入细胞周期并得以活化和动员[@b38]。促炎性细胞因子对HSC的调控可以抵消最初的感染，短期内维持造血稳态，但最终还是会损伤HSC的功能。这可能是引起造血异常的主要原因之一，如异常的IFN和TNF等与骨髓增生异常综合征（MDS）和骨髓衰竭等疾病有关。因此，深入了解促炎性细胞因子对HSC调控的病理生理机制对维持造血稳态具有重要意义。目前相关报道主要集中在以下3个方面。

（1）Ⅰ型IFN------IFN-α/β：

IFN家族包括Ⅰ型（IFN-α/β）和Ⅱ型（IFN-γ），IFN主要调控宿主对病原微生物的免疫应答，并能直接影响HSC的功能[@b39]。IFN-α/β能由多种免疫细胞合成分泌参与免疫应答，直接抑制病毒的复制和播散[@b40]。IFN-α可以通过STAT-1依赖的信号通路刺激静息的HSC进入细胞周期[@b41]。此外，IFN-α的转录抑制分子IFN-RF2能够维持HSC的静息状态及重建能力[@b42]。因此，病毒感染初期IFN-α的产生会促进HSC的增殖，相反，IFN-α的长期作用会导致HSC的耗竭[@b41]--[@b43]。

（2）Ⅱ型IFN------IFN-γ：

IFN-γ主要由免疫细胞产生，包括巨噬细胞和活化的T细胞。与IFN-α/β类似，IFN-γ对于正常造血具有活化和抑制的双向作用，主要依赖于其分泌的量与持续时间。

早在20世纪90年代，Brugger等[@b44]就报道了IFN-γ协同其他造血调控因子可以促进人造血前体细胞的扩增。Binder等[@b45]发现穿孔素缺失的小鼠感染淋巴细胞性脉络丛脑膜炎病毒（LCMV）后，持续激活的CD8^+^ T细胞通过分泌过量的IFN-γ和TNF-α诱发致死的全血细胞减少[@b45]。此外，多个研究小组通过更接近生理感染的动物模型发现，IFN-γ能促进HSPC的扩增，并调控成熟粒细胞的产生[@b46]--[@b48]。Baldridge等[@b46]利用结核分枝杆菌感染模型发现，IFN-γ能通过STAT-1信号激活直接促进HSC的增殖。Schürch等[@b49]通过急性LCMV感染模型发现，活化的CD8^+^ T细胞分泌的IFN-γ会刺激多能祖细胞和髓系祖细胞的扩增，进一步研究表明这种作用是通过刺激骨髓MSC分泌IL-6来间接实现的。这些研究结果均证实，IFN-γ不仅维持正常造血稳态，而且在感染状态下也会促进HSC的细胞周期进程。

关于IFN-γ对HSC的作用也有相反的研究结果报道，早期研究发现IFN-γ能直接诱导人和鼠HSC的凋亡并降低其体外克隆形成能力[@b50]。另外，IFN-γ转基因小鼠由于过表达IFN-γ而导致B细胞减少，T细胞和NK细胞发育也异常，同时髓系祖细胞的克隆形成能力降低，且HSC的凋亡增加等[@b48]。在临床研究中也发现，骨髓衰竭性疾病如再生障碍性贫血（AA）、阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）和MDS等患者IFN-γ的分泌升高，提示IFN-γ对疾病的发生可能具有促进作用。Zeng等[@b51]利用IFN-γ处理HSPC后分析了其基因变化情况，结果显示IFN-γ处理后HSPC的基因表达模式与AA、PNH和MDS等患者来源的HSPC非常相似。这表明，IFN-γ对HSPC的抑制作用可能直接参与疾病进程的调控。

由此可见，IFN-γ对HSPC的不同作用可能与不同的疾病类型或感染的时期有关。

（3）肿瘤坏死因子------TNF-α：

Fugier-Vivier等[@b52]和Rezzoug等[@b53]报道，将纯化的HSC与CD8^+^/TCR^−^（FC）T或p-preDC共移植，可提高同种异基因或自体HSCT的成功率并降低移植物抗宿主病（GVHD）的发生风险。进一步的研究证实，HSC与CD8^+^/TCR^−^T细胞相互作用后可以刺激T细胞分泌IFN-α和TNF-α，TNF-α通过上调HSC中Bcl-3的表达而抑制HSC进入细胞周期并减少HSC的凋亡，并促进HSC细胞的克隆形成。体外用低剂量的TNF-α作用于HSPC后同样可以上调Bcl-3的mRNA表达。此外作者用TNFR^−/−^来源的HSC进行异基因移植时，发现TNFR^−/−^的HSC不能成功植入。同时体外实验结果也表明，TNFR^−/−^的HSPC克隆形成能力远远低于正常对照组。因此，TNF-α能直接调控HSPC的生物学功能。

由此可见，机体受到感染时，HSC可以直接识别病原微生物改变自身的生物学特性；同时又能被促炎性细胞因子所影响而直接参与免疫反应，作出其特有的免疫应答。

四、HSC免疫调控与疾病相关性

无论在正常生理条件还是机体受到损伤或感染刺激时，HSC都可受到免疫系统的调控。目前临床上许多感染性疾病可导致骨髓衰竭，虽然病理原因还不明确，但据统计约有三分之一的获得性AA由感染引发，如EBV或CMV感染及HIV感染常常伴有骨髓抑制[@b54]。机体感染后炎症因子的释放可能是造成骨髓衰竭的重要原因之一，如某些情况下IFN在初期有可能促进HSPC的增殖和分化，而长期作用的结果则会导致HSPC过度活化而使其耗竭[@b38]。

此外，临床上在HSCT的初期，常常使用大量的免疫抑制剂来减少HSC的免疫排斥及GVHD的发生风险，但这也同时增加了感染的可能性[@b55]。如何减少免疫抑制因子的使用从而降低严重感染的风险、又能最大限度跨越组织相容性障碍增加HSC植入是HSCT前后应该着重考虑的问题。

已有多个研究小组报道IFN-α与化疗的联合运用能有效提高慢性髓性白血病的缓解率[@b56]--[@b57]。探讨炎症因子（如TNF、IFN）对HSC诱导分化和缩短生存期的作用是否同样适用于肿瘤干细胞，能为恶性疾病的治疗带来新的启示[@b41]。

五、结语

HSC受微环境中多种因素调控从而维持机体的造血稳态，包括经典龛细胞和免疫细胞，一旦外界或内在调控异常，可引发多种血液系统疾病。虽然传统的观念认为HSC存在于特殊的免疫豁免微环境中，免疫原性低且不受免疫系统的调控。但最新的研究发现HSC不仅受到机体免疫系统的调控，而且HSC还可以作为免疫系统的重要参与者对外界刺激做出反应。因此，深入认识和理解HSC与免疫系统的相互作用机制以及应用免疫调控方式增强HSC的功能，有望成为治疗恶性血液病的新契机，并能对其临床应用提供重要的科学依据。
